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図 17AとBにはPt(pppb)ClおよびPt(pppb)CNの計算結果を⽰す。Pt(pppb)Clに関して、三
量体のRが⼆量体のものよりも⼤きく、かついずれもRが正である⾓度領域は = 50 – 60° お
よび 110 – 140° である。Pt(pppb)CNにおいて、⼆量体のRと三量体のRで符号が異なる領域
は ca. 150° のみである。すなわち、Pt(pppb)CN錯体と Pt(pppb)Clでは励起会合体構造に違い
が現れていると結論できる。また、この結果は Pt(dpb)Cl と Pt(dpb)CN の計算結果ときわめて
類似しており、ピネン⾻格がCPLに与える影響は極めて⼩さいことを⽀持している。 
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図 17. Oscillator strengths (f) and rotatory strengths (R) of Pt(pppb)Cl (A) and Pt(pppb)CN (B) predicted by 
TD-DFT calculation, in which the dihedral angle  was only variable parameter. 
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分⼦間⽔素引き抜き反応によるペプチドのラジカル分解機構 
Radical-directed dissociation of peptides via intermolecular hydrogen transfer 
 
髙⼭ 光男 
（横浜市⽴⼤学⼤学院⽣命ナノシステム科学研究科） 
 
１．はじめに 
 分⼦内や分⼦間で起こる⽔素移動は、主に励起状態の有機光化学やラジカル化学にお
いて古くから研究されている 1。ラジカル（不対電⼦）を引き⾦とした⽔素引き抜きは、
有機化合物のマススペクトルにしばしば観測され構造解析に利⽤されてきた 2。ラジカ
ルは有機分⼦の特定の結合を開裂させるため、特定位置へのラジカル付与は構造解析に
とって重要な技術となる。近年、タンパク質のアミノ酸配列解析や翻訳後修飾解析にラ
ジカルが使われるようになってきた 3。本稿では、⽣体⾼分⼦の質量分析に使われるマ
トリックス⽀援レーザー脱離イオン化（matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI）
の過程で起こる分⼦間⽔素引き抜き反応の機構について述べる。特に、ペプチド側鎖の
β炭素上にラジカルを付与する技術 4、およびペプチド主鎖の C-C 結合の特異的開裂の
機構について述べる。 
 MALDI に使われるパルス状の紫外レーザー光を 2,5-dihydroxybenzoic acid (2,5-DHB)の
結晶表⾯に照射すると多量の⽔素ラジカルが発⽣する 5。その結晶にタンパク質やペプ
チド試料を微量（マトリックスに対して 1/5000 モル程度）混⼊しておくとアミノ酸配列
を反映する分解物が⽣成する 6。その分解物をイオン化し質量分析するとアミノ酸配列
情報を得ることができる。開裂の機構は 7、2,5-DHB から発⽣した⽔素ラジカルがペプ
チド主鎖のカルボニル酸素に特異的に結合する分⼦間⽔素移動モデルによって説明され
る。このモデルに従えば、主鎖のカルボニル炭素に不対電⼦が局在するため、その不対
電⼦を起点とした主鎖の N-C結合が開裂し、いわゆる c フラグメントが⽣成する（図
１）。この機構は、アミノ酸配列を反映する分解物（c フラグメント）が⽣成する実験事
実を上⼿く説明する 7。しかし、実際のスペクトルには主鎖の C-C 結合が開裂した分解
物（a フラグメント）も同時に観測され 8、その機構は現在まで明確には説明されてこな
かった。本稿では、最近の MALDI 実験で得られた側鎖からの⽔素引き抜き機構に基づ
き 4、これまで未解明であった上記の a フラグメントの⽣成機構について述べる。 
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図１ 2,5-DHB マトリックスによるペプチドの MALDI 実験で観測される c イオンの生成機構 7 
 
２．実験 
 MALDI マススペクトルは⾶⾏時間型質量分析計 AXIMA-CFR（島津製作所、京都）を
⽤いて測定した。レーザーには波⻑ 337nm、パルス幅 4ns、パルス頻度 10Hz の窒素紫外
レーザーを⽤いた。レーザー照射径は約 100m であった。マトリックスには 2,5-DHB, 
5-aminosalicylic acid (5-ASA), 5-amino-1-naphthol (5,1-ANL), 4-nitoro-1-naphthol (4,1-NNL)
を⽤い、これらは東京化成⼯業（東京）から購⼊した。ペプチド試料にはペプチド研究
所（箕⾯、⼤坂）から購⼊した ACTH18-39 を⽤いた。MALDI 実験に必要な結晶作成に
当たり、マトリックスとペプチドの混合割合は約 5000:1 のモル⽐であった。MALDI イ
オン源で⽣成した試料イオンは電圧 20kV で加速し⾶⾏管中へ射出され、イオンの検出
にはマイクロチャネルプレートを⽤いた。データは 500 回のレーザー照射で⽣成したイ
オン信号を積算処理して得た。 
 
３．結論および討論 
 図２には、⽔素ラジカル発⽣能を持つマトリックス 2,5-DHB と 5-ASA を使って得た
ペプチド ACTH18-39 の MALDI マススペクトルを⽰す。ACTH18-39 のアミノ酸配列は
図２の上図に⽰す。本ペプチドは、アミノ(N)-末端に塩基性のアルギニン(R)を持ちプロ
トンが R に局在するため、正イオン測定では分解⽣成物（フラグメント）のほとんどが
N-末端を含む。実際、観測された分解物イオンは N-末端を含む c イオンと a イオンであっ
た。c イオンのピーク間の質量差はアミノ酸残基の質量に相当するため、ピーク間質量
差を順次読むことでアミノ酸配列を決定することができる。 
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図２ 水素ラジカル発生マトリックス 5-ASA と 2,5-DHB による ACTH18-39 の MALDI マススペクトル 
 
図２に観測される c イオンの⽣成機構はすでに報告されているが 7、僅かに観測され
る a イオンの⽣成機構は図１では説明できない。しかし最近、a イオンは、強い⽔素引
き抜き能を持つマトリックス 4,1-NNLを使うことにより優先的に⽣成することが報告さ
れた 4。ここで、マトリックスの構造と機能に注意する必要がある。５位にそれぞれ⽔
酸基 OH とアミノ基 NH3を持つ 2,5-DHB と 5-ASA は（図３）、紫外レーザー光の照射に
よって主に５位⽔酸基から⽔素ラジカルを発⽣する。フェノール性⽔酸基とアニリン性
アミノ基は、どちらも⽔素ラジカル放出による抗酸化活性を持ち医薬品としても使われ、
特にフェノールではフェノキシラジカル（Ph-O.）の安定性がよく知られている。⼀⽅、
ベンゼンやナフタレンなどの芳⾹環⾻格にニトロ基を持つ化合物は、ニトロ基の電⼦吸
引効果によって別の分⼦から⽔素ラジカルを引き抜くことが知られている 1。ニトロベ
ンゼン系マトリックスによる⽔素引き抜き反応を利⽤すると、ペプチドを構成するアミ
ノ酸側鎖のβ炭素上の⽔素原⼦がマトリックスに引き抜かれることが判明した 4。 
 
 
図３ 水素ラジカル発生マトリックス 2,5-DHB（結晶写真付き）と 5-ASA 
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3.1 ニトロ基とカルボニル基による分子間水素引き抜き 
ここで、上述の⽔素移動について詳しく述べる。2,5-DHB と ACTH18-39 の混合結晶
は、2,5-DHB 結晶（図３左）の表⾯から５位⽔酸基が露出し、その表⾯を覆う ACTH18-39
の主鎖カルボニル酸素と⽔素結合を形成している（図４）7。その混合結晶表⾯に紫外レー
ザー光を照射すると、マトリックスの５位⽔酸基から主鎖カルボニル酸素への⽔素移動
が起こる。このカルボニル酸素による⽔素引き抜きによって、カルボニル炭素上に不対
電⼦が局在化した不安定なペプチドラジカル（transient radical species）が⽣成し（図１）、
続く不対電⼦誘導型の開裂によって N-末端側の c イオンが⽣成する 7。しかし、この機
構には図２に観測される a イオンの⽣成する過程は含まれない。
図４ 2,5-DHB 結晶を覆うペプチド分子の分子間水素結合の描像 7 
ここで、図２のスペクトルを得る際に使⽤した 2,5-DHB と 5-ASA にもカルボニル基
があることに注意する必要がある。これらマトリックスのカルボニル基は２位の⽔酸基
と分⼦内⽔素結合を形成するため（図３）、分⼦間での⽔素結合は阻害される。しかし、
カルボニル基の性質として分⼦間⽔素引き抜きの可能性は残されている。すなわち、上
記マトリックスを使⽤した場合、ニトロベンゼン系マトリックスと同様の⽔素引き抜き
が考えられる 4。4,1-NNL の⽔素引き抜き効果およびペプチド主鎖の C-C 結合開裂によ
るaイオンの⽣成を確認するため、ACTH18-39のMALDIマススペクトルを得た（図５）。
4,1-NNL にはニトロベンゼンと同様、積極的な⽔素引き抜き効果があり、スペクトルに
は a イオンが優先的に観測される 4。図６には、4,1-NNL による⽔素引き抜き機構および
2,5-DHB のカルボニル酸素による引き抜き反応を⽰す。2,5-DHB による積極的な⽔素引
き抜きはこれまで報告されていないが、ペプチド主鎖のカルボニル酸素による引き抜き
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図５ 水素引き抜きマトリックス 4,1-NNL による ACTH18-39 の MALDI マススペクトル 
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図６ 4,1-NNL による側鎖β炭素からの水素引き抜き 4、および 2,5-DHB による水素引き抜き機構 
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3.2 水素引き抜き官能基を持たないマトリックスによる MALDI 実験 
前項 2.1 で述べた a イオンの⽣成機構を確認するため、分⼦内にニトロ基もカルボニ
ル基を持たず、かつ⾼い⽔素ラジカル発⽣能を持つマトリックス 5,1-ANL を⽤い 9、
ACTH18-39 の MALDI マススペクトルを得た。図７に、5,1-ANL および 4,1-NNL を⽤い
て得たスペクトルを⽐較する。図７上において c18 はプロリン残基 Pro19 の存在のため
観測されず 7、図７下の a9 イオンはグリシン残基 Gly9 のために観測されないが 4、互い
に相補的な情報を与えるために確実なアミノ酸配列解析が可能となる。
図７ 水素ラジカル発生マトリックス5,1-ANLと水素引き抜きマトリックス4,1-NNLによるACTH18-39のMALDI
マススペクトル
図７において、5,1-ANL は主に５位のアミノ基から⽔素ラジカルを発⽣し、１位の⽔
酸基からはプロトンを放出してペプチドをイオン化（プロトン付加）する機能を持つ。
5,1-ANL から発⽣した⽔素ラジカルのペプチド主鎖への付加は図１と同様であるが、本
マトリックスは⽔素引き抜き能を持たないため c イオンのみを⽣成することが期待され
る。実際、図７上には a11 に相当するイオンが僅かに観測されたが、他の a イオンは観
測されなかった。c14 と c15 の間の*で記したピークは準安定ピークであり a イオンでは
ない。⼀⽅、強い⽔素引き抜き能を持つ 4,1-NNL によるスペクトルには、a イオンが優
先的に観測される。このことから、5,1-ANL と 4,1-NNL ではペプチドラジカルの不対電
⼦の位置が全く異なることが理解される。すなわち、5,1-ANL では主鎖のカルボニル炭
素上（図１）、4,1-NNL ではβ炭素上（図６）に不対電⼦が局在する。上述したように、
カルボニル基を持たないマトリックス 5,1-ANL の使⽤では a イオンがほとんど⽣成しな
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3.2 水素引き抜き官能基を持たないマトリックスによる MALDI 実験 
前項 2.1 で述べた a イオンの⽣成機構を確認するため、分⼦内にニトロ基もカルボニ
ル基を持たず、かつ⾼い⽔素ラジカル発⽣能を持つマトリックス 5,1-ANL を⽤い 9、
ACTH18-39 の MALDI マススペクトルを得た。図７に、5,1-ANL および 4,1-NNL を⽤い
て得たスペクトルを⽐較する。図７上において c18 はプロリン残基 Pro19 の存在のため
観測されず 7、図７下の a9 イオンはグリシン残基 Gly9 のために観測されないが 4、互い
に相補的な情報を与えるために確実なアミノ酸配列解析が可能となる。
図７ 水素ラジカル発生マトリックス5,1-ANLと水素引き抜きマトリックス4,1-NNLによるACTH18-39のMALDI
マススペクトル
図７において、5,1-ANL は主に５位のアミノ基から⽔素ラジカルを発⽣し、１位の⽔
酸基からはプロトンを放出してペプチドをイオン化（プロトン付加）する機能を持つ。
5,1-ANL から発⽣した⽔素ラジカルのペプチド主鎖への付加は図１と同様であるが、本
マトリックスは⽔素引き抜き能を持たないため c イオンのみを⽣成することが期待され
る。実際、図７上には a11 に相当するイオンが僅かに観測されたが、他の a イオンは観
測されなかった。c14 と c15 の間の*で記したピークは準安定ピークであり a イオンでは
ない。⼀⽅、強い⽔素引き抜き能を持つ 4,1-NNL によるスペクトルには、a イオンが優
先的に観測される。このことから、5,1-ANL と 4,1-NNL ではペプチドラジカルの不対電
⼦の位置が全く異なることが理解される。すなわち、5,1-ANL では主鎖のカルボニル炭
素上（図１）、4,1-NNL ではβ炭素上（図６）に不対電⼦が局在する。上述したように、
カルボニル基を持たないマトリックス 5,1-ANL の使⽤では a イオンがほとんど⽣成しな
 
 
いことから、図２に観測された a イオンは 2,5-DHB および 5-ASA のカルボニル基による
⽔素引き抜きである可能性が⾼い。 
 
４．まとめ 
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クス 2,5-DHB と 5-ASA のカルボニル基による⽔素引き抜きによって⽣成することが推
定された。これまでの MALDI 実験において、マトリックスとペプチド（タンパク質）
との間での主要な⽔素引き抜きと続くラジカル誘起解離は、図８a 7,8 と図８b 4 の機構で
説明されたが、本稿では新たに a イオンの⽣成機構として図８c も可能であることを述
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図８ MALDI 実験におけるマトリックスとペプチドの分子間水素引き抜きおよびラジカル誘起解離 
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MALDI 現象は、ns 以下の時間スケールで起こる電⼦放出とラジカル⽣成が連なる複
雑な過程であるため 10、その素過程の⼀つである特定位置の⽔素引き抜きまたは⽔素移
動を直接証明することは難しい。本稿でも、マトリックスのカルボニル酸素によるペプ
チドのβ炭素からの⽔素引き抜き（図８b, ８c）を直接証明することは困難であったが、
カルボニル基を含まないマトリックスの使⽤によって間接的な証拠を得た（図７）。機構
の不明瞭さは残るが、図７に⽰したように、c イオンと a イオンを利⽤することにより
相補的かつ正確なアミノ酸配列解析が可能となることが重要である。 
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